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РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ВОДОРАСТВОРИМЫх ПОЛИСАхАРИДОВ 
В ТРАВЕ ЧЕРНОГОЛОВКИ ЛЕКАРСТВЕННОЙ
Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет
Разработана методика количественного определения суммы полисахаридов в тра-
ве черноголовки лекарственной. Подобраны оптимальные условия экстракции комплек-
са полисахаридов из травы черноголовки лекарственной (однократная экстракция го-
рячей водой (в момент подачи на сырье), время экстракции – 30 минут, температура 
экстракции – 80˚С, соотношение сырья и экстрагента – 1:50, измельченность сырья – 
1 мм). Методика валидирована по показателям «специфичность», «правильность», 
«сходимость» и «внутрилабораторная точность».
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ВВЕДЕНИЕ
О применении полисахаридов в ме-
дицине и фармации известно давно, что 
связано с достаточной легкостью их вы-
деления и большим спектром фармако-
логической активности. Полисахариды – 
большая группа природных высокомоле-
кулярных веществ, состоящих из остатков 
моносахаридов, соединенных между со-
бой О-гликозидными связями [1].
Перспективным отечественным источ-
ником биологически активных водорас-
творимых полисахаридов может являться 
черноголовка лекарственная (Prunella vul-
garis L.). Растение широко распространено 
на территории Республики Беларусь и об-
ладает широким спектром фармакологиче-
ской активности [2–4].
Из водного экстракта черноголовки 
лекарственной был выделен серосодержа-
щий полисахарид прунеллин [5], облада-
ющий активностью против вируса имму-
нодефицита человека, что было доказано 
in vitro [6]. Клинически была доказана 
целесообразность использования водно-
го извлечения из изучаемого растения при 
герпетическом кератите, так как при ис-
пользовании черноголовки лекарственной 
наблюдалась выработка антител к вирусу 
простого герпеса типа 1 (ВПГ-1). Позднее 
было установлено влияние полисахаридов 
черноголовки на вирус простого герпеса 
типа 2 (ВПГ-2) в концентрации 20,1 мкг/мл, 
также наблюдалась эффективность к аци-
кловир-устойчивым штаммам ВПГ-1 [7–9].
Было выявлено иммуномодулирую-
щее действие фракции, содержащей поли-
сахаридный комплекс и стимулирующей 
выработку оксида азота из макрофагов 
RAW264.7 и BV2 клеток головного мозга 
мышей [10]. Также были доказаны проти-
воаллергический [11] и антимутагенный 
эффекты [12].
Возможность использования нового 
вида лекарственного сырья в научной ме-
дицине делает необходимой разработку ме-
тодик количественного определения групп 
действующих веществ, обусловливающих 
фармакологическую активность растения, 
а также проведение их валидации. На се-
годняшний день существует много мето-
дов количественного определения поли-
сахаридов в лекарственном растительном 
сырье (спектрофотометрический метод, 
иммуноферментный анализ по реакции 
антиген-антитело для экстрактов эхинацеи 
пурпурной, применение ультразвука, а так-
же использование гель-хроматографии), 
многие из которых требуют использования 
оборудования. В Государственной фарма-
копее Республики Беларусь для количе-
ственного определения полисахаридного 
комплекса применяется гравиметрический 
метод анализа, который является довольно 
простым в исполнении и не требующим 
дополнительного оборудования.
Цель исследования – разработка и ва-
лидация методики количественного опре-
деления суммы полисахаридов в траве 
черноголовки.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлась тра-
ва черноголовки лекарственной. Образцы 
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исследуемого сырья были заготовлены ле-
том 2016 года и летом 2017 года в местах 
естественного произрастания. 
Для разработки методики количествен-
ного определения комплекса водораство-
римых полисахаридов в лекарственном 
сырье использовали гравиметрический 
метод, который основан на экстракции 
суммы полисахаридов из лекарственного 
сырья водой с последующим их осажде-
нием спиртом (96%, об/об) Р. Этот метод 
рекомендуется Государственной фармако-
пеей Республики Беларусь для анализа сы-
рья, содержащего полисахариды [13].
Количество розмариновой кислоты 
в полученном после осаждения водного 
извлечения травы черноголовки лекар-
ственной осадке для подтверждения спец-
ифичности методики определяли мето-
дом жидкостной хроматографии. Иссле-
дование проводили на жидкостном хро-
матографе Аgilent 1260 (Hewlett Packard, 
США – Германия), сбор данных, обработ-
ку хроматограмм и спектров поглощения 
проводили с помощью программы Agilent 
ChemStation for LC 3D. В работе исполь-
зовали хроматографическую колонку 
Zorbax SB 4,6×250 мм, заполненную си-
ликагелем октильным 5 мкм; температу-
ра колонки составила 30˚С; длина волны 
детекции 330 нм; скорость подвижной 
фазы 1,0 мл/мин; объем вводимой про-
бы 10 мкл. Для приготовления подвиж-
ной фазы использовали 0,03 М раствор 
калия дигидрофосфата Р, доведенный 
кислотой фосфорной Р до рН=3,0, и аце-
тонитрил Р в соотношении 80:20 (об/об). 
Полученную смесь пропускали через 
мембранный фильтр, диаметр пор которо-
го составил 0,45 мкм.
РЕЗуЛьТАТЫ И ОБСуЖДЕНИЕ
Первым этапом нашего исследования 
был подбор температуры экстрагента. В 
эксперименте мы использовали воду ком-
натной температуры и горячую воду (рису-
нок 1), cоотношение сырья и экстрагента 
1:10 [14]. 
Как видно из рисунка 1, наилучшая 
степень извлечения суммы полисахаридов 
достигается при использовании горячей 
воды (в момент подачи на сырье) в каче-
стве экстрагента, что согласуется с литера-
турными данными [15]. 
Важным фактором, который необходи-
мо учитывать при анализе лекарственного 
растительного сырья, является соотноше-
ние используемого экстрагента и анали-
зируемого сырья. На основании получен-
ных данных, представленных на рисунке 
2, можно сделать заключение, что макси-
мальный выход полисахаридов отмечает-
ся при соотношении сырья и экстрагента 
1:50.
Максимальное содержание суммы по-
лисахаридов наблюдалось при экстракции 
в течение 30 мин (рисунок 3). При дальней-
шем экстрагировании происходило сниже-
ние содержания исследуемых соединений, 
что обусловлено, вероятно, разрушением 
их структуры.
Рисунок 1. – Зависимость полноты экстракции суммы полисахаридов из травы 
черноголовки лекарственной от использования воды комнатной температуры и воды 
горячей (n = 3, Р = 95%)
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Немаловажную роль в процессе  из-
влечения действующих веществ играет 
размер частиц анализируемого сырья. 
Известно, что измельченность оказывает 
влияние на процесс диффузии веществ из 
лекарственного сырья в экстрагент. При 
этом использование сырья с низкой степе-
нью измельчения является нежелательным 
из-за образования устойчивой суспензии, 
а крупные частицы не позволяют извлечь 
вещества в полной мере. 
Влияние измельченности исследуемо-
го сырья на извлекаемость комплекса по-
лисахаридов из травы черноголовки лекар-
ственной представлено на рисунке 4, из ко-
торого следует, что с увеличением размера 
частиц сырья происходит уменьшение 
выхода суммы полисахаридов. Оптималь-
ным является лекарственное сырье, части-
цы которого проходят сквозь сито с диа-
метром отверстий 1 мм. При дальнейшем 
измельчении сырье превращается в пыль, 
что сильно затрудняет процесс фильтра-
ции полученных извлечений. 
Увеличение кратности экстракции не 
способствовало увеличению выхода сум-
мы полисахаридов (таблица 1). При даль-
нейшем исследовании использовали одно-
кратную экстракцию в течение 30 минут.
Следующим этапом был подбор темпе-
ратурного режима экстракции (рисунок 5).
При температуре экстракции 40˚С со-
держание комплекса полисахаридов в по-
лучаемом экстракте из травы черноголовки 
лекарственной минимальное, что, вероятно, 
обусловлено активацией ферментов расте-
ния, которые вызывают деструкцию поли-
сахаридов. При дальнейшем увеличении 
температуры происходит статистически 
достоверное увеличение количественного 
Рисунок 2. – Влияние соотношения сырья и экстрагента на извлечение суммы 
полисахаридов из травы черноголовки лекарственной (n = 3, Р = 95%)
Рисунок 3. – Влияние времени экстракции на извлечение суммы полисахаридов из 
травы черноголовки лекарственной (n = 3, Р = 95%)
:
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Рисунок 4. – Зависимость полноты экстракции суммы полисахаридов от 
измельчённости порошка травы черноголовки лекарственной (n = 3, Р = 95%)
Рисунок 5. – Влияние температуры экстракции на извлечение суммы полисахаридов из 
травы черноголовки лекарственной (n = 3, Р = 95%)
Таблица 1. – Влияние кратности экстракции на извлекаемость суммы полисахаридов из 
травы черноголовки лекарственной
Кратность экстракции Содержание суммы полисахаридов, % RSD,%
однократная 9,72 0,5
двукратная 7,61 1,6
содержания исследуемой группы веществ 
в приготовленном извлечении из травы 
черноголовки лекарственной, которое до-
стигает максимума к 80˚С и также плавно 
затем начинает снижается. В дальнейшем 
исследовании использовали температуру 
экстракции, которая составила 80˚С.
Далее подбирали оптимальные ус-
ловия осаждения суммы полисахаридов. 
Результаты проведенного исследования 
представлены в таблице 2. 
Сумма полисахаридов, осаждаемая 
96% спиртом Р, при соотношении объ-
емов экстракта травы черноголовки ле-
карственной и 96% спирта Р 1:3, ста-
тистически достоверно отличается от 
таковой, осаждаемой при соотношении 
извлечения и 96% спирта Р 1:2. Стати-
стических различий в количестве поли-
сахаридов, осаждаемом при использо-
вании трехкратного и четырехкратного 
объемов 96% спирта Р, найдено не было. 
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Таблица 2. – Влияние соотношения объемов извлечения и 96% спирта Р и времени 
на количество осаждаемых полисахаридов из водного извлечения травы
 черноголовки лекарственной
Рисунок 6. – График зависимости массы осадка на фильтре от объема водного 
извлечения травы черноголовки лекарственной
Показатель Значение показателя Содержание полисахаридов, % RSD, %
Соотношение 
объемов извлечения









Таким образом, в целях рационального 
использования реактивов в дальнейшем 
для осаждения суммы полисахаридов из 
водного извлечения травы черноголовки 
лекарственной применяли трехкратный 
объем 96% спирта Р.
Увеличение времени осаждения с 15 
до 30 минут не способствовало увеличе-
нию выхода полисахаридов из извлечения. 
Валидацию методики количественно-
го определения комплекса водораствори-
мых полисахаридов в траве черноголовки 
лекарственной проводили в соответствии 
с требованиями Государственной фарма-
копеи Республики Беларусь [16].
Специфичность методики подтверж-
дали путем растворения осадка (светло-
коричневого цвета) в воде Р, затем ана-
лизировали методом жидкостной хро-
матографии (проводили количественное 
определение розмариновой кислоты). В 
результате исследования растворенных 
осадков было определено содержание 
розмариновой кислоты в исследуемых 
водных извлечениях из травы черного-
ловки лекарственной, которое составило 
0,28±0,06%.
Дополнительно специфичность мето-
дики подтверждали построением графика 
(рисунок 6) зависимости массы осадка по-
лисахаридов на фильтре от объема водно-
го извлечения травы черноголовки лекар-
ственной (значение коэффициента корре-
ляции составило 0,9971).
Правильность методик определяли ме-
тодом добавок. В качестве стандарта ис-
пользовали крахмал  (крахмал картофель-
ный, ОДО «Ракан – Крупяной Дом», дата 
изготовления – 02.03.2017, дата упаковки – 
22.03.2017). Результаты оценки правиль-
ности представлены в таблице 3.
Точность методики оценивали на двух 
уровнях: сходимость результатов (n = 10, 
P = 0,95, таблица 4) и внутрилабораторная 
точность (таблица 5), где оценивались ре-
зультаты эксперимента, проводимого в раз-
ные дни и разными аналитиками (статисти-
чески значимых различий не наблюдалось).
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Таблица 3. – Правильность методики гравиметрического определения суммы 
полисахаридов в водном извлечении травы черноголовки лекарственной (n = 3, Р = 95%)
Таблица 4. – Параметры сходимости результатов количественного определения суммы 
полисахаридов в водном извлечении травы черноголовки лекарственной (n = 10, Р = 95%)
Таблица 5. – Параметры внутрилабораторной точности результатов количественного 
определения суммы полисахаридов в водном извлечении травы черноголовки 
лекарственной (n=10, Р= 95%)
Введено крахмала, мг Найдено крахмала, мг Найдено относительно введенного, % RSD, %
12 11,7 97,2 2,73
21 20,6 98,3 2,14
30 29,9 99,8 0,81
хср (%) S Sr t (P, ν) Δx ε, %
11,2 0,2 0,018 2,262 0,14 1,26
хср (%) S Sr Δx ε, % Fвыч Fтабл (Р1, ν1, ν2), Р = 0,99
1 11,2 0,2 0,02 0,1 1,3 1,761 5,3512 11,3 0,3 0,02 0,2 1,6
На основании полученных данных 
нами предложена методика количествен-
ного определения суммы водораствори-
мых полисахаридов в водном извлечении 
травы черноголовки лекарственной.
Аналитическую пробу сырья измельча-
ют до размера частиц, проходящих сквозь 
сито с диаметром отверстий 1 мм. 2,00 г из-
мельченного сырья (1000) помещают в ко-
ническую колбу вместимостью 100 мл, при-
бавляют 100 мл горячей воды Р и нагревают 
с обратным холодильником при температуре 
80˚С на водяной бане при периодическом 
перемешивании в течение 30 минут. Собира-
ют надосадочную жидкость, процеживают 
через ватный тампон и доводят водой Р до 
объема 100,0 мл. К 25,0 мл полученного рас-
твора прибавляют 75 мл 96% спирта Р, пере-
мешивают и оставляют для осаждения на 15 
минут. Надосадочную жидкость фильтруют 
под вакуумом через высушенный при тем-
пературе от 100˚С до 105˚С до постоянной 
массы стеклянный фильтр диаметром 40 мм. 
Фильтр с осадком высушивают сначала на 
воздухе, а затем при температуре от 100˚С 
до 105˚С до постоянной массы.
Содержание полисахаридов в траве 
черноголовки лекарственной в процентах 
рассчитывают по формуле:
m
mmõ 400)( 12 ⋅−= ,
где m1 – масса фильтра, г; m2 – масса 
фильтра с осадком, г; m – масса навески 
испытуемого сырья, г.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, оптимальными усло-
виями экстракции комплекса водораство-
римых полисахаридов из травы черного-
ловки лекарственной являются однократ-
ная экстракция горячей водой (в момент 
попадания на сырье) при температуре 80˚С 
на водяной бане в течение 30 минут, соот-
ношение сырья и экстрагента – 1:50, из-
мельченность сырья – 1000 мкм.
Разработанная методика соответству-
ет требованиям Государственной фарма-
копеи Республики Беларусь по таким па-
раметрам, как специфичность, правиль-




DEVELOPMENT AND VALIDATION OF 
WATER-SOLUBLE POLYSACCHARIDES 
ASSAY TECHNIQUES IN THE HERB OF 
PRUNELLA VULGARIS
As a results of experiment were deter-
mined optimal conditions for extraction of 
polysaccharides from herb of Prunella vul-
garis (extractant – hot water, extraction time – 
30 minutes, the extraction temperature – 
80˚С, the ratio of raw material and the ex-
tractant – 1:50, grinding the raw material – 
1mm). 
The technique is validated in terms of 
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